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Abstrak 
Belimbing wuluh merupakan tanaman jenis buah dan obat tradisional. Tanaman belimbing wuluh sudah 
sering dimanfaatkan masyarakat salah satunya untuk mengobati penyakit seperti batuk dan radang rektum. Tujuan 
penelitian ini adalah menguji senyawa fitokimia, menganalisis kandungan total fenolik dan flavonoid, serta aktivitas 
antioksidan dan antiinflamasi secara in vitro pada ekstrak etanol daun belimbing wuluh. Metode yang dilakukan 
pada penelitian ini adalah ekstraksi daun belimbing wuluh, skrining fitokimia, perhitungan total fenol dan flavonoid, 
uji aktivitas antioksidan, dan uji aktivitas antiinflamasi. Senyawa fitokimia yang terkandung pada ekstrak etanol 
daun belimbing wuluh adalah saponin, tanin, steroid, flavonoid, dan alkaloid. Kandungan total fenolik dan flavonoid 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh secara berturut-turut sebesar 39,03 dan 97,28 µg QE/mg. Ekstrak etanol 
daun belimbing wuluh memiliki aktivitas antioksidan yang tergolong sangat kuat, sementara aktivitas 
antiinflamasinya terutama ditunjukkan pada konsentrasi ekstrak 200 µg/ ml, memiliki nilai persen inhibisi hemolisis 
yang paling tinggi. Kesimpulannya, ekstrak etanol daun belimbing wuluh dapat menjadi salah satu sumber 
antioksidan dan antiinflamasi alami. 
 
Kata kunci: antiinflamasi, antioksidan, belimbing wuluh, etanol 
 
Abstract 
Averrhoa bilimbi, a fruit-bearing plant, has been traditionally used for medicinal purposes such as treatment 
of cough and rectal inflammation. In this current work, ethanol extract of Averrhoa bilimbi leaf was analyzed, with 
regard to phytochemical composition, i.e. total phenolic, and flavonoid, antioxidant activity, and in vitro 
antiinflammation activity. Extraction of carambola leaves, phytochemical screening, total phenolic and flavonoid 
contens, assay of antioxidant activity, and assay of anti-inflammatory activity were done in this research. As a 
result, the leaf extract positively contained some phytochemical compounds, i.e. saponin, tannin, steroid, flavonoid, 
and alkaloid. Furthermore, total phenolic and flavonoid of the leaf extract was found at 39.03 and 97.28 µg QE/mg 
extract, respectively. Additionally, antioxidant activity of the leaf extract was classified as very strong, while its anti-
inflammatory feature at extract concentration of 200 µg/ml exhibited the highest inhibition of hemolysis. In 
summary, the ability of Averrhoa bilimbi leaf ethanol extracts to act as antioxidative and anti-inflammatory agents 
was determined and this may open the use for natural antioxidant and anti-inflammatory agents. 
 
Keywords: Averrhoa bilimbi leaf, anti-inflammation, antioxidant, ethanol extract 
 
Pendahuluan 
Non Communicable Disease (NCD) atau yang 
lebih umum dikenal dengan istilah penyakit tidak 
menular masih menjadi penyebab utama kematian di 
tingkat global. Pada tahun 2012, dari total 56 juta 
kematian yang terjadi di dunia, 38 juta diantaranya 
disebabkan oleh NCD. Sebesar 40% dari kasus 
kematian akibat NCD tersebut terjadi pada individu di 
bawah usia 70 tahun (WHO, 2014). Menurut Badan 
Kesehatan Dunia WHO, kematian akibat NCD 
diperkirakan dapat terus meningkat di seluruh dunia 
dimana peningkatan terbesar terjadi di negara-negara 
dengan tingkat ekonomi rendah dan menengah 
(Kemenkes RI, 2012). Di Indonesia, NCD 
menyumbangkan angka sebesar 71% dari total angka 
kematian (WHO, 2014). 
Salah satu penyebab penyakit tidak menular 
adalah terjadinya stress oksidatif di dalam tubuh yang 
merupakan kondisi ketidakseimbangan antara senyawa 
radikal bebas dan antioksidan. Senyawa radikal bebas 
ini terbentuk secara alami selama proses metabolisme 
tubuh. Pembentukan senyawa radikal bebas dalam 
tubuh yang tidak terkendali atau melebihi batas akan 
menyebabkan kerusakan oksidasi sel yang mengarah 
terhadap resiko terkena penyakit degeneratif, seperti 
aterosklerosis, gagal jantung, kanker dan alzheimer 
(Landete, 2013). 
Fungsi utama antioksidan adalah untuk 
menghentikan atau memutus reaksi berantai dari 
radikal bebas yang terdapat dalam tubuh serta 
menetralkan radikal bebas sehingga dapat melindungi 
sistem biologi tubuh dari efek merugikan yang timbul 
dari proses maupun reaksi yang menyebabkan oksidasi 
berlebihan (Berdanier et al., 2008). Tubuh secara alami 
menghasilkan antioksidan endogen intrasel yang terdiri 
atas enzim-enzim yang disintesis oleh tubuh, seperti 
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superoksida dismutase, katalase, dan glutation 
peroksidase (Werdhasari, 2014). Enzim-enzim yang 
berfungsi sebagai antioksidan endogen dapat menurun 
aktivitasnya pada saat keadaan patologik, diantaranya 
akibat terbentuknya radikal bebas dalam jumlah 
berlebih. Oleh karena itu jika terjadi peningkatan radikal 
bebas dalam tubuh dibutuhkan antioksidan eksogen 
dalam jumlah yang lebih besar untuk mengeliminir dan 
menetralisir efek radikal bebas. Upaya mempertinggi 
status antioksidan dalam tubuh dapat dilakukan dengan 
mengkonsumsi bahan pangan yang mengandung zat-
zat gizi antioksidan maupun antioksidan non gizi 
(komponen bioaktif) sehingga kadar antioksidan dalam 
tubuh dapat dipertahankan tetap tinggi (Valko et al., 
2007). Konsumsi bahan pangan kaya antioksidan perlu 
ditingkatkan oleh masyarakat untuk menekan tingginya 
prevalensi penyakit degeneratif. 
Salah satu sumber dari pembentukan radikal 
bebas dalam tubuh adalah saat terjadinya proses 
inflamasi Inflamasi merupakan suatu respon protektif 
lokal yang timbul karena kerusakan pada jaringan yang 
disebabkan oleh trauma fisik, kimiawi maupun 
mikrobiologi (Agustina et al., 2015). Obat antiinflamasi 
yang umum digunakan saat ini dinilai memiliki efek 
samping yang cukup serius seperti penurunan imunitas 
terhadap infeksi, osteoporosis, serta bersifat 
hiperglikemik, gangguan lambung dan ginjal, serta 
anemia yang kemudian memicu pengembangan 
antiinflamasi yang berasal dari tanaman (Rinayanti et 
al., 2014). 
Belimbing wuluh disebut juga belimbing asam 
adalah sejenis pohon yang diperkirakan berasal dari 
kepulauan Maluku (Thomas, 2007). Belimbing wuluh 
merupakan tanaman jenis buah dan obat tradisional. 
Ekstrak metanol buah belimbing wuluh diantaranya 
mengandung alkaloid, saponin, tanin, flavonoid, fenol, 
dan triterpenoid. Selain itu juga diketahui bahwa ekstrak 
metanol buah belimbing wuluh memiliki aktivitas 
antioksidan (Hasanuzzaman et al., 2013). Daun 
belimbing wuluh mengandung senyawa flavonoid, fenol, 
alkaloid, tanin, dan kumarin (Valsan dan Raphael, 
2016). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 
ekstrak etanol daun A. bilimbi dan fraksinya memiliki 
efek hipoglikemik dan hipolipidemik pada tikus model 
diabetes tipe I (Pushparaj et al., 2000). Ekstrak etanol 
yang telah dimurnikan dari daun belimbing wuluh 
mempunyai potensi untuk dikembangkan menjadi obat 
antihipertensi, karena memberikan efek penurunan 
tekanan darah secara signifikan terhadap hewan uji 
kucing (Hernani et al., 2009).  Hingga saat ini masih 
sedikit literatur mengenai analisis fitokimia dari daun 
blimbing wuluh ini terutama yang berkaitan dengan 
antioksidan dan antiinflamasi. Oleh karena itu, tujuan 
penelitian ini adalah menguji senyawa fitokimia, 
menganalisis kandungan total fenol dan flavonoidnya, 
serta menguji aktivitas antioksidan dan antiinflamasi 
secara in vitro dari ekstrak etanol daun belimbing wuluh 
sebagai upaya untuk menemukan salah satu sumber 
antioksidan alami yang juga bermanfaat sebagai 
antiinflamasi.  
 
Materi dan Metode 
Materi 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah spektrofotometer UV-Vis (Thermo Genesys 10 
UV, Amerika Serikat), peralatan gelas, neraca analitik 
(kenko, Jepang), rotary evaporator (Eyela, Jepang), pH 
meter (Hanna, Amerika Serikat), penangas air (Sanyo 
Rikagaku-Kikai, Jepang dan Memmert tipe W600, 
Jerman), lempeng pemanas-pengaduk (Gerhardt, 
Amerika Serikat), sentrifus tipe 1200 (Hettich Universal, 
Jerman), ultrasonikator (Decon model FS Major, 
Inggris), kuvet (sigma C-8550, Amerika  Serikat), dan 
pipet mikro (Rainin Pipet Lite LS, Amerika Serikat), 
oven NDO-700 (Eyele, Jepang) dan pompa vakum 
Welch 1399 (Welch, Amerika Serikat).  
Bahan utama yang digunakan adalah digunakan 
adalah daun belimbing wuluh yang tidak terlalu tua juga 
tidak terlalu muda (teksturnya tidak terlalu licin dan 
tidak terlalu tebal, tetapi juga tidak kesat, serta belum 
terdapat warna bercak kuning yang menandakan daun 
sudah mulai menua) yang berasal dari daerah 
Ciselang, Cianjur, Jawa Barat. Pelarut yang digunakan 
untuk ekstraksi adalah etanol 70%. Bahan-bahan yang 
digunakan pada uji fitokimia adalah etanol, kloroform 
(Merck, Jerman), amoniak, H2SO4 2 M, asam asetat 
anhidrida, H2SO4 pekat, serbuk magnesium, HCl 5 M, 
metanol, NaCl 10%,  FeCl3 1%, pereaksi Dragendorf, 
pereaksi Meyer, dan pereaksi Wagner. Bahan-bahan 
yang digunakan untuk uji total fenolik dan flavonoid 
adalah asam galat (JT  Baker Chemical Co, Amerika 
Serikat), natrium karbonat (Merck, Jerman), Follin 
Ciocalteu  (Merck, Jerman), kuersetin  (Sigma-Aldrich, 
Amerika Serikat), metanol absolut (Merck, Jerman), 
etanol absolut (Merck, Jerman). Selain bahan-bahan 
yang telah disebutkan, untuk uji antioksidan dan 
antiinflamasi juga digunakan asam askorbat (HiMedia, 
India), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl atau DPPH 
(Sigma-Aldrich, Amerika Serikat), buffer Tris-HCl 1 M 
(pH 7,4), darah segar sapi yang di dapatkan dari 
Rumah Potong Hewan PT Elders Indonesia, natrium 
diklofenak (PT. Novell Pharmaceutical Laboratories, 
Indonesia), larutan alsever, buffer natrium fosfat 0,15 M 
(pH 7,4), serta NaCl 0,25% dan 0,85%.   
 
Pengeringan dan Ekstraksi Daun Belimbing Wuluh 
Daun belimbing wuluh diambil dari pohon, 
dikumpulkan, dan kemudian dicuci dengan air mengalir 
dan ditiriskan. Daun belimbing wuluh tersebut 
selanjutnya dikeringkan dalam oven pada suhu 50±3ºC 
sampai kadar air kurang dari 10%. Daun yang telah 
dikeringkan kemudian diblender kemudian diayak 
menggunakan saringan berukuran 60 mesh. 
 
Metode ekstraksi yang digunakan adalah 
maserasi dengan perbandingan bahan dan pelarut 
(etanol 70%) 1:10. Simplisia daun belimbing wuluh 
sebanyak 70 gram direndam dengan etanol 70% 
sebanyak 700 ml selama 3 hari dan diaduk setiap 1x24 
jam selama 5 menit. Penyaringan dilakukan 
menggunakan vakum dan kertas saring untuk 
memisahkan ampas dan filtratnya. Filtrat yang didapat 
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kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator 
sampai pelarut habis menguap sehingga didapatkan 




Karakteristik fitokimia dari ekstrak etanol daun 
belimbing wuluh diuji dengan mengacu pada metode 
Malik et al. (2017). Senyawa fitokimia yang diidentifikasi 
adalah alkaloid, saponin, flavonoid, tanin, steroid dan 
triterpenoid.  
 
Penentuan Kandungan Total Fenolik  
Penentuan kandungan total fenolik berdasarkan 
metode dari Demiray et al., 2009. Ekstrak daun 
belimbing wuluh dilarutkan dalam pelarut etanol 70% 
(1000 µg/ml). Sebanyak 1 ml larutan sampel dicampur 
dengan 4 ml larutan natrium karbonat  (75 g/l)  dalam 
labu takar 10 ml, kemudian dikocok. Pereaksi Follin-
Ciocalteu sebanyak 2 ml dimasukkan ke dalam labu 
takar tersebut dan dikocok lagi. Setelah homogen, ke 
dalam campuran reaksi ditambahkan akuades hingga 
tanda tera. Campuran didiamkan dalam ruang gelap 
pada suhu kamar selama 1 jam, selanjutnya diukur 
absorbansinya pada panjang gelombang 760 nm 
menggunakan spektrofotometer (dengan tiga kali 
pengamatan/triplo). Sebagai standar digunakan larutan 
asam galat dengan berbagai konsentrasi (0, 20, 40, 60, 
80, 100 µg/ml). Total fenolik yang diperoleh dinyatakan 
sebagai ekivalen asam galat (GAE) dalam µg per 
miligram ekstrak kering  
 
Penentuan Kandungan Total Flavonoid  
Kandungan total flavonoid ekstrak daun 
belimbing wuluh mengacu pada Vongsak et al. (2013). 
Sebanyak 0,5 ml ekstrak daun belimbing wuluh (dalam 
metanol) konsentrasi 250 µg/ml ditambahkan dengan 
0,5 ml AlCl3 2%. Larutan dihomogenkan dan diinkubasi 
selama 10 menit. Absorbansi diukur menggunakan 
spektrofotometer sinar tampak pada panjang 
gelombang 415 nm (triplo). Total flavonoid ekstrak daun 
belimbing wuluh dinyatakan sebagai µg kuersetin 
ekuivalen (QE) per miligram ekstrak kering. Kuersetin 
dengan berbagai konsenstrasi (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 
µg/ml) digunakan sebagai standar.  
 
Uji Aktivitas Antioksidan  
Pengukuran aktivitas antioksidan (Vignoli et al., 
2011) ekstrak etanol daun belimbing wuluh dilakukan 
menggunakan metode DPPH. Prinsip kerja metode ini 
adalah proses reduksi senyawa radikal bebas DPPH 
oleh antioksidan. Metanol 80% ditambahkan ke dalam 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh untuk membuat 
larutan ekstrak dengan konsentrasi akhir 0, 1,25; 2,50; 
3,75; 5,00; 6.25; 7.50 µg/ml. Sebanyak 0,3 ml larutan 
ekstrak ditambahkan dengan 0,9 ml campuran uji. 
Campuran uji  terdiri dari  larutan DPPH 0,4 mM, 1 M 
buffer Tris-HCl  pH 7,4,  dan metanol 20% dengan  
rasio yang  sama. Campuran dihomogenkan dan 
diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit. 
Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer 
sinar tampak pada panjang gelombang 520 nm (triplo). 
Persentase inhibisi radikal DPPH dihitung dengan 
rumus [(A0–A1)/A0] x 100 dimana A0 adalah absorbansi 
kontrol negatif sedangkan A1 adalah absorbansi larutan 
ekstrak/kontrol positif.  Kurva regresi hubungan antara 
konsentrasi ekstrak (0, 1,25; 2,50; 3,75; 5,00; 6,25; 7,5 
µg/ml) dan % inhibisi kemudian dibuat dan nilai IC50 
dihitung menggunakan persamaan regresi yang 
dihasilkan, yaitu y= 9,1103x-2,4973 (R2= 0,9965). Asam 
askorbat digunakan sebagai kontrol positif. 
  
Uji Aktivitas Antiinflamasi 
Dalam penelitian ini pengujian aktivitas 
antiinflamasi dilakukan berdasarkan metode yang 
sudah dilakukan oleh Wiranto et al. (2016). Pertama-
tama, dilakukan preparasi suspensi sel darah merah 
sapi 10%. Sampel darah dimasukkan ke dalam tabung 
sentrifugasi yang telah berisi larutan alsever dengan 
perbandingan yang sama, selanjutnya disentrifugasi 
dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit pada 
suhu ruang. Supernatan yang terbentuk dipisahkan 
dengan hati-hati dari sel darah merah menggunakan 
pipet tetes steril. Endapan sel-sel darah dicuci dengan 
larutan NaCl 0,85% dan disentrifugasi kembali. Proses 
pencucian dan sentrifugasi diulangi sebanyak lima kali 
sampai supernatan jernih. Volume sel darah merah 
diukur dan diresuspensi dengan larutan NaCl 0,85% 
sehingga diperoleh konsentrasi suspensi sel darah 
merah 10%.  
 Uji aktivitas antiinflamasi dimulai dengan 
mempersiapkan stok ekstrak etanol daun belimbing 
wuluh (dalam larutan isosalin) diencerkan dibuat 
konsentrasi berseri: 200, 300, 500 dan 600 µg/ml. 
Larutan standar yang digunakan adalah natrium 
diklofenak (100 µg/ml). Campuran uji  terdiri dari 2 ml 
NaCl 0,25%; 1 ml 0,15 M buffer natrium fosfat (pH 7,4);  
0,5 ml  suspensi  sel darah merah sapi  10%  dan 1 ml 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh atau larutan  
standar sebagai kontrol positifnya. Campuran uji 
diinkubasi pada suhu 56±3ºC selama 30  menit, 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm 
selama 10 menit. Bagian supernatannya diambil dan 
absorbansinya diukur pada panjang gelombang 560 nm 
(triplo). Persentase inhibisi hemolisis dihitung dengan 
rumus [(A0–A1)/A0] x 100 dimana A0 adalah absorbansi 
kontrol negatif sedangkan A1 adalah absorbansi larutan 
ekstrak/standar.   
 
Analisis Statistik  
 Semua pengukuran dilakukan sebanyak 3 
ulangan. Semua data kuantitatif ditampilkan sebagai 
rata-rata±standar deviasi (SD). Analisis data dilakukan 
menggunakan analisis deskriptif dan analisis 
perbandingan nilai rata-rata. Analisa perbandingan nilai 
rata-rata dilakukan dengan uji t saling bebas dan 
ANOVA (p<0,05) menggunakan program SPSS 21. 
 
Hasil dan Pembahasan 
Kandungan Fitokimia Ekstrak 
Skrining fitokimia adalah tahap pendahuluan 
dalam suatu penelitian fitokimia yang bertujuan 
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memberi gambaran mengenai golongan senyawa yang 
terkandung dalam tanaman yang diteliti (Simaremare, 
2014). Hasil uji skrining fitokimia ini menunjukkan 
bahwa ekstrak etanol 70% daun belimbing wuluh 
mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder 
seperti yang ditunjukkan pada Tabel 1. Hal tersebut 
sesuai dengan yang telah dikemukakan oleh Wijayanti 
dan Safitri (2018) bahwa selain tanin, daun belimbing 
wuluh juga mengandung senyawa flavonoid, saponin, 
sulfur, asam format,kalsium oksalat, dan kalium sitrat .  
Beberapa metabolit sekunder dilaporkan memiliki 
aktivitas farmakologis. Alkaloid dilaporkan memiliki 
aktivitas antikanker dan antivirus. Tanin juga mendapat 
banyak perhatian terutama pada bidang nutrisi, 
kesehatan, serta obat-obatan karena memiliki aktivitas 
fisiologis seperti antioksidan, antimikroba, dan 
antiinflamasi. Flavonoid termasuk kelompok polifenol 
adalah senyawa yang dapat menangkap radikal bebas, 
Tabel 1. Analisis kualitatif senyawa fitokimia ekstrak etanol daun belimbing wuluh 
 
 
Tabel 2. Kandungan total fenolik dan flavonoid serta aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun belimbing wuluh 
 *Nilai dinyatakan dalam rata-rata±SD; nilai merupakan rata-rata dari 3 ulangan pengukuran 
aNilai dalam satu kolom yang sama diikuti oleh huruf kecil yang berbeda menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05) 
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berperan sebagai super antioksidan yang juga memiliki 
aktivitas antiinflamasi, mencegah kerusakan oksidatif 
sel, serta memiliki aktivitas antikanker yang kuat 
(Valsan dan Raphael, 2016). Steroid diduga memiliki 
efek peningkat stamina tubuh dan antiinflamasi 
(Nurjanah et al., 2011). Sementara saponin dapat 
memberikan efek antitusif dan ekspektoran yang dapat 
menyembuhkan batuk. Saponin juga memiliki aktivitas 
antiinflamasi karena telah terbukti dapat menghambat 
pelepasan zat-zat proinflamasi yang distimulasi oleh 
lipopolisakarida (Lee et al., 2015)  
 
Kandungan Total Fenolik dan Flavonoid 
Uji kandungan total fenol dilakukan untuk 
mengetahui jumlah fenol yang terdapat pada ekstrak 
daun belimbing wuluh. Uji ini dilakukan dengan metode 
Follin Ciocalteu. Prinsip dari metode Follin Ciocalteu 
adalah terbentuknya senyawa kompleks berwarna biru 
yang dapat diukur pada panjang gelombang 765 nm. 
Pereaksi tersebut mengoksidasi fenolat (garam alkali) 
atau gugus fenolik hidroksi mereduksi asam heteropoli 
(fosfomolibdat-fosfotungsat) yang terdapat dalam 
pereaksi Follin Ciocalteu menjadi suatu kompleks 
molibdenum-tungsten. Senyawa fenolik bereaksi 
dengan Follin Ciocalteu hanya dalam suasana basa 
agar terjadi disosiasi proton pada senyawa fenolik 
menjadi ion fenolat. Kondisi basa tersebut dibuat 
dengan menggunakan NaCO3 7,5% (Alfian dan Susanti, 
2012). Kandungan total fenolik dan flavonoid ekstrak 
etanol daun belimbing wuluh disajikan pada Tabel 2. 
Nilai total fenolik dinyatakan dalam µg ekivalen asam 
galat per mg ekstrak sedangkan nilai total flavonoid 
dinyatakan dalam µg ekivalen kuersetin per mg ekstrak. 
Gugus hidroksil pada senyawa fenolik bereaksi 
dengan reagen Follin Ciocalteu membentuk 
molibdenum tungsten berwarna biru yang dapat 
dideteksi dengan spektrofotometer. Semakin besar 
konsentrasi senyawa fenolik maka semakin banyak ion 
fenolat yang dapat mereduksi asam heteropoli 
(fosfomolibdat-fosfotungsat) menjadi kompleks 
molibdenum-tungsten sehingga warna biru yang 
dihasilkan semakin pekat (Alfian dan Susanti, 2012). 
Asam galat termasuk dalam senyawa fenolik turunan 
asam hidroksibenzoat yang tergolong asam fenolik 
sederhana menurut Tahir et al. (2017) dan merupakan 
salah satu asam fenolik yang banyak terdapat dalam 
tumbuhan (Fiuza et al., 2014).  
Kandungan total fenolik ekstrak etanol daun 
belimbing wuluh (Tabel 2) lebih tinggi jika dibandingkan 
dengan total fenolik ekstrak etanol daun alpukat 
sebesar 10,72 µg GAE/mg ekstrak (Widarta dan Anarta 
2017). Namun jika dibandingkan dengan ekstrak etanol 
daun samama (Anthocephalus macrophylus) yang 
memiliki kandungan total fenolik sebesar 210,22 mg 
GAE/g ekstrak berdasarkan penelitian yang dilakukan 
oleh Ikram et al. (2017) dan ekstrak metanol buah 
belimbing wuluh sebesar 65,16 µg GAE/mg 
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 
Hasanuzzaman et al. (2013), maka ekstrak etanol daun 
belimbing wuluh memiliki kandungan total fenolik lebih 
rendah. 
Senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder 
yang ditemukan tersebar di beberapa bagian tanaman 
yang memiliki aktivitas biologis seperti antibakteri, 
antiinflamasi, antitrombotik, antivirus, hepatoprotektif, 
antikanker dan antialergi serta seringkali dikaitkan 
dengan mekanisme kerjanya sebagai antioksidan 
(Hoelz et al., 2010). Senyawa fenolik bersifat esensial 
untuk pertumbuhan dan reproduksi tanaman sebagai 
respon pertahanan terhadap patogen dan kondisi stres 
pada tanaman (Yordi et al., 2012). Senyawa fenolik 
merupakan pemberi warna, rasa, dan aroma yang 
spesifik pada bagian tanaman tertentu, seperti 
antosianin sebagai pigmen warna merah dan ungu 
pada anggur, eugenol sebagai pemberi aroma pada 
pisang, dan flavanon yang menyebabkan rasa pahit 
yang kelarutannya secara umum adalah dalam pelarut 
organik polar, sementara bentuk glikosidanya dapat 
larut dalam air (Yordi et al., 2012).  
Penentuan kadar flavonoid menggunakan 
metode kolorimetri dengan penambahan pereaksi AlCl3. 
Pereaksi ini dapat membentuk reaksi dengan golongan 
flavonoid membentuk kompleks antara gugus hidroksil 
dan keton yang berdampingan dan dapat bereaksi 
dengan gugus keton pada C4 serta gugus OH pada C3 
atau C5 pada senyawa flavon/flavonol yang membentuk 
senyawa berwarna kuning. Kuersetin digunakan 
sebagai standar pada penentuan kadar flavonoid dalam 
penelitian ini, karena kuersetin merupakan flavonoid 
golongan flavonol yang memiliki gugus keton pada 
atom C4 dan juga gugus hidroksil pada atom C3 dan C5 
yang berdampingan (Azizah et al., 2014). Kadar 
flavonoid ekstrak etanol daun belimbing wuluh (Tabel 2) 
lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol daun nangka 
yang memiliki kadar flavonoid sebesar 4,22 mg/g 
ekstrak (Adnyani et al., 2017), dan ekstrak etanol 
sambiloto, yaitu 46,32 g/kg ekstrak (Rais, 2015). 
Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang paling 
banyak ditemukan dalam tanaman (Yordi et al., 2012). 
Sejumlah tanaman obat yang mengandung flavonoid 
telah dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan, 
antibakteri, antivirus, antiradang, antialergi, dan 
antikanker (Ahmad et al., 2015). 
 
Aktivitas Antioksidan  
Parameter yang digunakan untuk pengukuran 
aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun belimbing 
wuluh adalah nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%) 
yang menyatakan besarnya konsentrasi larutan sampel 
yang dibutuhkan untuk mereduksi radikal bebas DPPH 
sebesar 50% (Nurjanah et al., 2011). Semakin kecil 
nilai IC50 berarti semakin tinggi aktivitas antioksidannya. 
Aktivitas antioksidan dari suatu senyawa dapat 
digolongkan berdasarkan nilai IC50 yang diperoleh. Jika 
nilai IC50 suatu ekstrak berada dibawah 50 ppm maka 
aktivitas antioksidannya sangat kuat, nilai IC50 berada 
diantar 50-100 ppm berarti aktivitas antioksidannya 
kuat, nilai IC50 berada diantara 101-150 ppm berarti 
aktivitas antioksidannya sedang, nilai IC50 berada 
diantara 151-200 ppm berarti aktivitas antioksidannya 
lemah, sementara apabila nilai IC50 berada diatas 200 
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ppm maka aktivitas antioksidannya sangat lemah 
(Salim, 2018).  
Hasil pengujian aktivitas antioksidan 
menunjukkan bahwa asam askorbat sebagai kontrol 
positif memiliki nilai IC50 sebesar  5,71±0,04  µg/ml, 
sementara esktrak etanol daun belimbing wuluh 
memiliki nilai IC50  sebesar 16,99±0,12 µg/ml (Tabel 2). 
Ekstrak etanol daun belimbing wuluh memiliki aktivitas 
antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan fraksi eter 
dan air ekstrak metanol buah belimbing wuluh memiiki 
nilai IC50 berturut-turut sebesar 50,36 dan 44,01 ppm. 
Ekstrak etanol daun belimbing wuluh juga memiliki 
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan  
ekstrak etanol daun stroberi (IC50 363,55 ppm) menurut 
Widyastuti et al. (2016), ekstrak etanol daun bangun-
bangun (IC50 59,26 ppm) menurut Surya et al. (2013), 
dan infusa daun wungu (IC50 125,09 ppm) berdasarkan 
penelitian yang dilakukan Salim (2018).  
Hasil uji t saling bebas menunjukkan bahwa IC50 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh berbeda secara 
signifikan dengan rata-rata nilai IC50 asam askorbat. 
Meskipun begitu keduanya sama-sama memiliki 
aktivitas antioksidan yang tergolong sangat kuat. 
Metode uji DPPH merupakan metode pengujian 
aktivitas antioksidan yang paling sesuai bagi komponen 
antioksidan yang bersifat polar, karena kristal DPPH 
hanya dapat larut dan memberikan absorbansi 
maksimum pada pelarut seperti etanol ataupun metanol 
(Nurjanah et al., 2011).  
Umumnya senyawa-senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan adalah senyawa fenol karena 
mempunyai gugus hidroksi yang terdistribusi pada 
posisi ortho dan para terhadap gugus –OH dan –OR. 
Perubahan warna DPPH terjadi karena adanya 
senyawa yang dapat memberikan radikal hidrogen 
kepada radikal DPPH sehingga tereduksi menjadi 
DPPH-H (1.2-difenil-2-pikrilhidrazin) (Purwaningsih, 
2012). Flavonoid merupakan antioksidan yang potensial 
sebagai penangkap radikal bebas, pengkelat logam, 
dan penghambat oksidasi lemak karena memiliki 
struktur yang terdiri dari grup hidroksil pada karbon 
ketiga, memiliki ikatan ganda antara karbon kedua dan 
ketiga, posisi karbon keempat terdapat grup karbonil 
serta polihidroksilasi pada cincin aromatik A dan B 
(Purwaningsih, 2012).  
 
Aktivitas Antiinflamasi 
Sel darah merah atau eritrosit telah banyak 
digunakan sebagai suatu model untuk mempelajari 
interaksi antara obat dan membran dan stabilisasi 
membran sel darah merah oleh suatu senyawa yang 
dapat mencegah peristiwa hemolisis dapat dijadikan 
tolok ukur berbagai senyawa yang memiliki aktivitas 
antiinflamasi (Kumar, 2012). Kontrol positif yang 
digunakan dalam pengukuran aktivitas antiinflamasi ini 
adalah natrium diklofenak dan aktivitas antiinflamasi 
pada metode ini dinyatakan dengan persen inhibisi 
hemolisis. Natrium diklofenak (100 µg/mL) memiliki 
aktivitas antiinflamasi yang ditunjukkan dengan nilai 
persen inhibisi hemolisisnya sebesar 89,62±2,57%. 
Ekstrak etanol daun belimbing wuluh memiliki aktivitas 
antiinflamasi pada konsentrasi 200, 300, 500, 600 
µg/ml yang ditunjukkan dengan nilai persen inhibisinya 
secara berturut-turut sebesar 91,18±4,62; 81,42±2,55; 
84,26±1,05; dan 50,49±13,27% (Figur  2).  
Ekstrak yang memiliki aktivitas antiinflamasi 
terlihat dari penurunan absorbansi hemoglobin yang 
terdeteksi pada campuran larutan uji, yaitu semakin 
kecilnya absorbansi yang terdeteksi pada campuran 
larutan uji berarti membran sel darah merah semakin 
stabil dan sedikit mengalami lisis (Wiranto et al., 2016). 
Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa konsentrasi 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh pada 600 ppm 
memiliki nilai persen inhibisi yang paling rendah serta 
berbeda signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan 
konsentrasi pada 200, 300, 500 ppm dan konsentrasi 
natrium diklofenak.  
 
 
Figur 1. Rata-rata persentase inhibisi hemolisis sel darah 
merah dari ekstrak dan kontrol positif natrium diklofenak 
terhadap induksi panas dan larutan hipotonik. Nilai dinyatakan 
dalam rata-rata±SD. Nilai yang diikuti oleh huruf kecil yang 
berbeda menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05) 
 
Konsentrasi ekstrak berpengaruh terhadap nilai 
persen inhibisi hemolisisnya. Konsentrasi ekstrak etanol 
daun belimbing wuluh 200 ppm memiliki nilai persen 
inhibisi hemolisis paling tinggi dibandingkan dengan 
konsentrasi ekstrak lainnya (Figur 1). Konsentrasi 
ekstrak 200 ppm ini merupakan konsentrasi ekstrak 
terendah yang diujikan. Obat herbal dalam dosis tinggi 
diketahui dapat menyebabkan pelepasan histamin 
secara langsung dari sel mast sehingga mengakibatkan 
pembuluh darah menjadi lebih permeabel terhadap 
cairan plasma dan menimbulkan proses peradangan 
(Rinayanti et al., 2014). Hal tersebut diduga menjadi 
penyebab rendahnya persen inhibisi hemolisis yang 
dihasilkan oleh ekstrak etanol daun belimbing wuluh 
pada konsentrasi 600 ppm.   
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
triterpenoid berkaitan dengan stabilitas membran 
(Radhika et al., 2002). Senyawa triterpenoid dari 
ligustrum memiliki kemampuan menghambat aktivitas 
enzim siklooksigenase dalam mengkonversi asam 
arakhidonat menjadi prostaglandin sebagai mediator 
inflamasi (Wu et al., 2011). Hasil penelitian yang 
dilakukan Chippada et al. (2011) juga menunjukkan 
bahwa senyawa flavonoid dan triterpenoid dari ekstrak 
Cintella asiatica bertanggung jawab terhadap aktivitas 
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antiinflamasi dalam menstabilkan membran sel darah 
merah. Aktivitas antiinflamasi saponin dari berbagai 
tumbuhan sudah banyak dilaporkan, namun mengenai 
mekanisme kerja secara pasti dari saponin sebagai 
antiinflamasi belum banyak diketahui. Saponin terdiri 
dari steroid atau gugus triterpen (aglikon) yang 
mempunyai aksi seperti detergen yang diduga mampu 
berinteraksi dengan banyak membran lipid seperti 
fosfolipid yang merupakan prekursor prostaglandin dan 
mediator-mediator inflamasi lainnya sehingga dapat 
berfungsi sebagai antiinflamasi (Hidayati et al., 2008)  
 
Kesimpulan 
Senyawa fitokimia yang terkandung dalam 
ekstrak etanol daun belimbing wuluh telah berhasil 
diidentifikasi yang meliputi saponin, tanin, steroid, 
flavonoid dan alkoloid. Kadar total fenol dan flavonoid 
ekstrak daun belimbing wuluh dapat ditentukan dan 
berpotensi menjadi salah satu sumber antioksidan dan 
antiinflamasi alami, karena memiliki aktivitas 
antioksidan yang tergolong sangat kuat serta 
menunjukkan adanya aktivitas antiinflamasi. 
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